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Num mundo em crescente evolução é necessário tentar melhorar as condições de 
saúde global. Um factor importante para a prevenção e tratamento de doenças é o seu correcto 
diagnóstico. Uma vez que nem todos os países têm a mesma capacidade económica, existe a 
necessidade de se criar testes rápidos e baratos que possam ser acessíveis no mundo inteiro. 
Os point-of-care tests, como é o caso dos biossensores de glucose vastamente utilizados na 
monitorização da diabetes, apresentam uma solução para este problema. Os biossensores 
impressos em papel, em particular, são uma ferramenta que pode vir a ser muito útil na 
construção destes testes rápidos tornando-os mais “amigos do ambiente” e reduzindo os seus 
custos.   
O objectivo deste trabalho foi desenvolver biossensores enzimáticos, de segunda 
geração, impressos em papel e baseados na enzima glucose oxidase, para a detecção da 
glucose. Inicialmente foi feito um estudo de possíveis mediadores a utilizar, tendo-se escolhido 
o ferroceno por apresentar um limite de detecção adequado, ter apresentado um valor de 
potencial de redução relativamente baixo, 0.232 V vs pseudo ref. Ag/AgCl, ser um composto 
fácil de obter e com custos reduzidos. 
Os dispositivos baseiam-se em canais microfluídicos, eléctrodos e ligações eléctricas 
fabricadas em substrato de papel, utilizando as técnicas de impressão a cera, screen printing e 
inkjet printing. O circuito constituinte destes dispositivos foi feito recorrendo a tintas condutoras, 
sendo que, à tinta utilizada para o eléctrodo de trabalho foi incorporado o ferroceno. Sobre o 
eléctrodo de trabalho foi impressa glucose oxidase, utilizando a técnica de inkjet printing. Os 
eléctrodos fabricados apresentaram resposta à glucose, muito embora com baixa  
reprodutibilidade, podendo esta ser causada pela falta de controlo na preparação dos mesmos 
(manufactura manual e variabilidade da viscosidade da pasta usada no eléctrodo de trabalho). 
A técnica de inkjet printing em enzimas é ainda muito recente, existindo ainda alguns aspectos, 
como o  seu efeito na actividade da enzima, que não foram  avaliados neste projecto, mas que 
no futuro deverão ser estudados. Podemos concluir que, os eléctrodos deram uma resposta 
electroquímica consistente à adição de glucose, 8 mM- 30 mM,  sendo que os mesmos foram 
reconhecidos no glucómetro comercial TRUETrack
TM
 blood glucometer; no entanto, os valores 











In a world of constant development it becomes imperative to improve global healthcare 
tools. An extremely important factor for disease prevention and treatment is the capability to 
diagnose correctly. Since not all countries have high economical power, it becomes vital to 
develop quick and cheap tests that can be used all over the world. Point-of care tests, such as 
glucose biosensors, vastly used for diabetes monitoring, offer a solution for this problem. Paper 
based biosensors are, in particular, a tool that can prove to be very useful in the construction of 
these rapid tests making them more environmentally friendly and reducing their costs. 
This project aims to develop second-generation, paper-based, biosensors, based on the 
enzyme glucose oxidase for glucose detection. An initial study was performed to identify 
possible mediators having chosen ferrocene due to its adequate detection limit, a low reduction 
potential (0,232 vs pseudo ref. Ag/AgCl), of easy access and low cost price. 
The devices are based on microfluidics channels, electrodes and electric 
interconnections fabricated on a paper substrate. These require the use of wax printing, screen 
printing and inkjet printing. The circuit of the devices was made with conductive ink, being that 
the working electrode was made by incorporating ferrocene into the conductive paste.  Glucose 
oxidase was printed on top of the working electrodes trough inkjet printing. This electrode 
configuration responded to glucose, although it presented low reproducibility which in itself may 
be related to the lack of a standard preparation method (manual manufacturing and viscosity 
variations on the electrode). Inkjet printing of enzymes is a very recent technique with some 
aspects, like the activity of GOx after printing, that haven‟t been studied here but should be in 
the future. Even with these limitations, the electrodes gave a good electrochemical response to 
glucose addition (8 mM-30 mM), having also been recognized by the TRUETrack
TM
 blood 
glucomete.,however, the current values for the devices were bellow the instrument detection 
threshold. 
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1.1. Point of care testing 
Point of care testing (POCT)  pode ser descrito como “ testes realizados junto ao 
paciente”, ou seja, regra geral, os testes são realizados perto do paciente, seja à cabeceira da 
cama, no escritório do médico, sala de emergência, unidade de terapia intensiva, sala de 
cirurgia ou onde quer que seja necessário assistência médica, sem a necessidade do 
equipamento sofisticado existente apenas em laboratórios centrais. O principal objectivo do 
POCT é minimizar o intervalo de tempo  entre os testes de diagnóstico e o tratamento.
1
 Estes 
dispositivos acrescem outras vantagens para além das mencionadas anteriormente, como baixo 
custo, versatibilidade, e facilidade de uso.
2
 Estes instrumentos combinam múltiplas funções 
analíticas em dispositivos portáteis que podem ser utilizados tanto por pessoa especializadas 




O POCT permite realizar inúmeros testes clínicos entre eles testes de toxicologia, de 
gravidez, à urina e análise de glucose, Figura 1-1, podendo também ser aplicado para o 




A)         B) 
 





A utilização do POCT é particularmente importante no caso dos países em 
desenvolvimento, onde é frequente não haver a possibilidade de suportar os custos de 
infraestruturas especializadas e de testes relativamente caros. O primeiro passo na prevenção e 
tratamento adequado da doença é o diagnóstico clínico, mas as tecnologias de diagnóstico 
utilizadas no mundo economicamente desenvolvido podem não ser viáveis nos países em vias 
de desenvolvimento. Há, portanto, a necessidade de desenvolver dispositivos de baixo custo e 
que não necessitem de pessoal especializado, por forma a que os cuidados de saúde sejam 




Esta crescente demanda por POCT é um desafio que poderá ser cumprido através da 
utilização de sensores baseados em papel. Estes são uma nova classe de dispositivos de 
diagnóstico de point-of-care desenhados principalmente para uso em países em 
desenvolvimento.
6,7 
A crescente evolução de técnicas de impressão como o screen printing e inkjet printing irão 
permitir uma produção em larga escala e de forma mais económica destes dispositivos. 
 
 
1.2. Técnicas de impressão 
A sociedade está em constante estado de crescimento e é inevitável que a procura por 
dispositivos de detecção relacionados com aplicações clínicas e industriais venha a aumentar. 
A fim de alcançar este objectivo, dispositivos baratos e descartáveis, mas altamente precisos 
rápidos são muito procurados.
8
 
Técnicas de impressão de eléctrodos e enzimas como o screen printing ou o inkjet 
printing são de elevada importância para atingir os objectivos descritos. 
 
1.2.1 Inkjet printing 
 
Inkjet printing  (impressão a jacto de tinta), é uma técnica versátil que descreve o uso de 
atuadores eléctricos para ejectar volumes na dimensão dos picolitros a partir de micro orifícios, 
num substrato com um padrão definido, Figura 1-2. Apesar desta técnica de impressão ser mais 
conhecida pela impressão de documentos em papel, tem vindo a ser utilizada também em 




O inkjet printing pode ser dividido em duas categorias: a deposição por jacto contínuo 
ou a deposição gota a gota. Pode ainda ser dividida de acordo com os meios específicos de 
geração de gotículas tal como piezoeléctrico, témico e electroestático. No primeiro caso,  um 




impressão, forçando a gota a sair. No processo de jacto de tinta térmico, os cartuchos de tinta 
contém uma série de pequenas câmaras, cada uma contendo um aquecedor. Para ejectar uma 
gotícula a partir de cada uma das câmaras, um pulso de corrente passa através do elemento de 
aquecimento, causando uma rápida vaporização da tinta na câmara de modo a formar uma 
bolha, o que provoca um grande aumento de pressão, impelindo uma gotícula de tinta sobre o 
papel. No último caso, o nozzle produz um fino feixe de gotas de tinta minúsculas que são 
submetidas a uma carga electroestática. Uma vez carregadas, as gotas podem ser 
direcionadas, usando placas carregadas. Como o esperado, cada uma destas técnicas tem os 
seus pontos fortes e limitações no que toca à impressão de soluções biológicas. As limitações 
podem ser causadas pela gama de temperatura de operação, reprodutibilidade das gotas, 
precisão da deposição, gama de viscosidade para impressão, volume do reservatório, número 




Entre as inúmeras vantagens da impressão a jacto destacam-se: a facilidade no seu 
uso, os preços razoáveis, ser muito mais preciso que a deposição manual, utiliza quantidades 











1.2.2 Screen printing 
 
A técnica de screen printing é amplamente utilizada para o fabrico em grande escala de 
biossensores descartáveis, trazendo várias vantagens, incluindo um preço baixo e versatilidade 
em formato e tamanho.
13
  O processo de “screen-printing” consiste basicamente em forçar a 
tinta a passar através de uma tela para ser depositada sobre um substrato plano. O desenho 









Os eléctrodos impressos permitiram a produção de sensores modernos que podem ser 
incorporados em sistemas portáteis, um requisito importante dos métodos analíticos para a 
análise directa de uma amostra (POCT). A recente possibilidade de concepção e fabrico de 
eléctrodos screen printed, incluindo microeléctrodos, eléctrodos modificados quimicamente, 
etc., e incorporar estes numa variedade de biossensores de alta sensibilidade aumentou o 
interesse industrial, clínico e ambiental neste campo.
15
 
A tecnologia screen-printing é especialmente recomendada como um método simples e 











A definição de biossensores mais amplamente aceite é a de um dispositivo analítico 
integrado que incorpora um material biológico  activo (enzimas, proteínas, anti-corpos, ácidos 
nucleicos)  em contacto com um elemento de transdução apropriado, para a detecção da 
concentração de espécies químicas, em qualquer tipo de amostra
18
. Por conseguinte, existem 




diferenciam as moléculas alvo na presença de vários químicos, um transdutor, que converte o 
evento de bioreconhecimento num sinal mensurável e um sistema de processamento, este 
último convertendo o sinal numa forma legível.
5,19
 De acordo com as recomendações do IUPAC, 
instrumentos analíticos que não incorporem um elemento sensor biológico não podem ser 
considerados biossensores, mesmo quando são aplicados para a análise de amostras 




Os biossensores podem ser classificados de acordo com a natureza do elemento de 
bioreconhecimento, o modo de transdução do sinal ou a combinação dos dois. Os biossensores 
podem ainda ser agrupados de acordo com o tipo de substância alvo a analisar.
21
 
Na classe dos biossensores catalíticos além das enzimas purificadas, qualquer 
organelo celular, célula inteira ou „fatias‟ de tecido que exibam actividade catalítica podem ser 
usados como elemento de bioreconhecimento. Os sensores de afinidade incluem todos os 
sistemas de detecção baseados na formação de um complexo estável entre o componente 
biológico e as espécies de analitos.
21
  
A mudança físico-química resultante da interacção do material biologicamente ativo 
com o analito deve ser convertida por um transdutor apropriado num sinal elétrico de saída. Os 
biossensores podem, de acordo com o transdutor, enquadrar-se em biossensores 
electroquímicos, que por sua vez, consoante os processos electroquímicos, podem ser divididos 
em: potenciométricos, voltamétricos ou condutométricos. Existem também biossensores 
fotométricos ou fluorimétricos, quando envolve alterações nas propriedades fotométricas; 
podem ainda ser usados transdutores que dão a indicação da variação da entalpia da reação 




A indicação eletroquímica prevalece sobre todos os outros métodos de transdução. 
Elétrodos enzimáticos amperométricos e potenciométricos estão na liderança da tecnologia de 
biossensores no que respeita a literatura científica, assim como a dispositivos disponíveis 
comercialmente. Estes são os biossensores mais utilizados devido ao seu reduzido custo, fácil 
utilização, portabilidade e simplicidade de construção.
5
  
Estes dispositivos podem também ser classificados de acordo com a sua configuração. 
Podem ser de uso único, quando são incapazes de monitorizar a concentração do analito ao 
longo do tempo contêm os elementos de seletividade e os elementos de transdução num 
sistema completo que normalmente não é activado até que a amostra seja aplicada.
23
 São 
denominados sensores de uso intermitente quando podem ser rápido e reprodutivelmente 
regenerados após cada ensaio podendo ser usados durante meses, dependendo do sistema de 
biossensibilidade. Por último, temos os sensores de uso contínuo; estes são semelhantes aos 
anteriores, sendo a grande diferença o facto de o sensor estar mergulhado na amostra, 



















1.3.1. Biossensores electroquímicos  
 
Os biossensores electroquímicos combinam a sensibilidade dos métodos 
electroanalíticos com a selectividade inerente do componente biológico.  
De acordo com o seu nível de integração, os biossensores descritos na literatura 





Figura 1-5- Esquema das várias gerações de biossensores: A) 1ª geração; B) 2ª geração; C) 3ª geração 
 
 
A abordagem mais simples para a construção de biossensores amperométricos 
baseados em oxidoreductases envolve a monitorização de correntes produzidas pela oxidação 
ou redução do co-substrato natural, livremente difundido, por exemplo O2, na presença do 
substrato da enzima.
21
 A equação 1 representa numa forma genérica a reacção catalisada por 
oxidases; o substrato pode ser glucose, lactato, colesterol, etanol, entre outros. Os co-substatos 




                                                                        Oxidase 
           Substrato + O2    →       Produto + H2O2                      ( Equação 1) 
 
Esta abordagem faz referência aos sensores de 1ª geração. 
Os sensores utilizados neste trabalho são os de segunda geração e por isso apenas 
iremos citar o funcionamento destes. Nestes sensores incorpora-se um mediador redox artificial 
(moléculas que podem transferir os electrões entre os centros redox da enzima e o eléctrodo), o 
qual deve reagir com a oxidase reduzida muito rapidamente durante o ciclo catalítico. Os 
mediadores redox devem, não só, ser capazes de competir com o oxigénio difuso livremente 




Tal como foi referido, a detecção electroquímica pode ser realizada por amperometria, 
potenciometria ou condutometria (Tabela 1):  
 
Tabela 1- Tipos de detecção electroquímica (adaptado de
25
) 
Tipo de medição Transdutor Analito 
Potenciometria Eléctrodo de selectividade ionica 
(ISE) 
Eléctrodo de vidro 
Eléctrodo de gás 
















CO2 , NH3 
espécies redox 
Amperometria Eléctrodo de metal ou carbono 
Eléctrodos modificados 
quimicamente (CME) 
O2, açucares, álcoois... 
Açucares, álcoois, fenois, 
oligonucleotidos 
Condutometria Eléctrodo interdigitados, Eléctrodo 
de metal 




Dos três tipos de detecção electroquímica a amperometria é a mais relevante para o 
projecto a desenvolver. 
A amperometria é baseada na medição das correntes resultantes da oxidação ou redução 
electroquímica de uma espécie electroactiva. É geralmente realizada mantendo um potencial 
constante num eléctrodo de trabalho de carbono, ouro ou platina. A corrente resultante está 
directamente relacionada com a concentração em massa das espécies electroactivas ou com a 





 Biossensores amperométricos 1.3.2
 
Biossensores amperométricos são bastante sensíveis e mais adequados para a produção 
em massa do que os potenciométricos. Podem ser utilizadas configurações de dois ou três 
elétrodos. O primeiro caso consiste num eléctrodo de referência e num de trabalho,no qual o 
componente de bioreconhecimento se encontra imobilizado. A principal desvantagem desta 
configuração de dois eléctrodos é um controlo limitado do potencial sobre a superfície do 
eléctrodo de trabalho para correntes mais elevadas, e por isso, a gama de linearidade poderá 
ser diminuída. Para resolver este problema é empregue um eléctrodo auxiliar. Desta forma a 
tensão é aplicada entre o eléctrodo de referência e o de trabalho, e a corrente flui entre o 
eléctrodo de trabalho e o auxiliar.
28
 
O maior problema dos biossensores baseados em enzimas da família das oxidases é a sua 
dependência de concentração de oxigénio dissolvido. Isto pode ser ultrapassado através da 




redução do co-substrato oxigénio.  Na secção 1.3.3 alguns parâmetros sobre mediadores redox 
são discutidos. 
No projecto que se pretende desenvolver irá utilizar-se, como referido anteriormente, a 
amperometria como plataforma de transdução, acoplada a enzimas redox para detecção dos 
seus substratos(analitos).  
A análise de resultados obtidos pelos biossensores amperométricos será efectuada 
utilizando duas técnicas electroquímicas: Voltametria cíclica e amperometria. A descrição 
destas técnicas poderá ser encontrada na secção 2.2.1 . 
 
 
 Mediadores  redox 1.3.3
 
Em circunstâncias normais, a transferência de electrões entre o local ativo da glucose 
oxidase reduzida e um eléctrodo sólido ocorre muito lentamente ou não acontece de todo. A 
ausência desta transferência deve-se à distância entre o local ativo da enzima e o eléctrodo ser 
demasiado grande para os electrões a atravessaram. Contudo a transferência electrónica pode 
ser facilitada se for utilizado um pequeno receptor/dador de electrões como mediador. 
Existem vários mediadores electrónicos, porém os ferrocenos  são particularmente úteis,  
encontrando um amplo uso nos biossensores baseados na glucose oxidase. Os ferrocenos, na 
sua forma reduzida, são insolúveis em soluções aquosas e, por conseguinte, podem ser 
adsorvidos sobre a superficie do eléctrodo. Na reação o mediador é oxidado pelo eléctrodo e 
torna-se mais solúvel, desta maneira pode afastar-se do eléctrodo e reagir com a glucose 
oxidase reduzida. Tendo sido reduzido pode ser readsorvido para a superfície do eléctrodo 
onde é então reoxidado, Figura 1-6. Desta forma os electrões da glucose oxidase são 
transferidos para o eléctrodo. 
Estes compostos permitem aos biossensores funcionar a potenciais relativamente baixos, e 
isto pode levar a uma diminuição da interferência electroactiva de componentes como a 













 Biossensores impressos em papel 1.3.4
 
Os biossensores impressos em papel são uma nova alternativa tecnológica para o fabrico 
simples, amigo do ambiente, de baixo custo, portátil e descartável de dispositivos analíticos 
para muitas áreas de aplicação incluindo o diagnóstico clínico, o controlo de qualidade e a 
monitorização ambiental. 
O papel é um material bastante conhecido e abundante. Porém, as suas potencialidades 
vão para além da utilização na escrita, impressão, desenho ou empacotamento. Este material 
apresenta propriedades físicas que podem ser muito úteis na construção de biossensores 
electroquímicos.
7
 Este têm vindo a ser utilizados ao longo de décadas como uma plataforma 
para química analítica, podendo, portanto, tirar proveito de técnicas analíticas já existentes.
6
 
O principal constituinte do papel é a fibra de celulose que permite que os líquidos penetrem 




Existem diversas características que fazem do papel uma opção bastante apelativa na 
produção de biossensores. Exemplos disso são: pode ser modificado quimicamente para 
incorporar uma ampla variedade de grupos funcionais que podem ser ligados covalentemente a 
proteínas, DNA ou pequenas moléculas; apresenta habitualmente uma cor branca, sendo um 
bom material de suporte para testes colorimétricos, pois proporciona um bom contraste com o 
substrato de cor; a celulose é compatível com amostras biológicas; o papel é inflamável, por 
isso os dispositivos feitos deste material podem ser facilmente eliminados por incineração e 
com segurança após o seu uso; é bastante flexível e compatível com várias tecnologias de 
impressão existentes, facilitando fabrico de biossensores; está disponível numa grande 
variedade de formas altamente modificadas com uma gama muito ampla de propriedades.
6
 
Existe uma variedade de materiais de papel disponíveis para o fabrico de POCT. A escolha 
do mais apropriado baseia-se essencialmente nas etapas de fabrico necessárias para o 
desenvolvimento do dispositivo e na área de aplicação deste. No desenvolvimento de sensores 
e tecnologias de microfluídos, o papel de filtro foi o material mais utilizado nos últimos anos para 
a produção de sensores à base de papel, devido à sua capacidade de absorção. Apesar do 
papel de filtro ser o material mais utilizado no fabrico de biossensores impressos em papel, 
existem outros tipos de papel que podem também ser utilizados; um exemplo disso é papel 
brilhante (papel de fotografia).
6
 
O fluxo de líquidos através do papel pode ser estudado e trabalhado utilizando uma ciência 
denominada microfluídica. Esta ciência lida com o fluxo de liquidos com volumes na ordem dos 
nano ou microlitros em canais de tamanhos na escala dos micrómetros. Informação mais 







1.4. Métodos de diagnóstico de glucose 
1.4.1. A glucose e a diabetes mellitus 
 
A glucose é um hidrato de carbono simples (monossacarídeo), sendo o açúcar mais 
importante no metabolismo humano. É umas das principais moléculas que servem como fonte 
de energia para plantas e animais. Quando totalmente oxidada no corpo, a glucose produz 
dióxido de carbono, água e, no processo fornece energia que pode ser utilizada pelas células.  
 
 
Figura 1-7. Molécula de glucose 
 
 
O valor médio de glucose no sangue em humanos é de 72 mg/dL, 4 mM. Porém, ao 
longo do dia, estes valores variam, apresentando valores mais baixos, geralmente, de manhã e 
em jejum (entre 70 e 130 mg/dL), ou mais elevados após as refeições, sendo o valor saudável 
inferior a 180 mg/dL. Valores anormais da concentração de glucose no sangue podem ser 




A diabetes é uma doença crónica que ocorre quando o pâncreas não produz insulina ou 
quando o organismo não consegue utilizar a insulina produzida. A insulina é uma hormona que 
permite a regulação da concentração de açúcar no sangue. A ausência de insulina ou 
incapacidade de a utilizar pode levar ao desenvolvimento de uma série de problemas de saúde 
incapacitantes e fatais. Concentrações elevadas de glucose no sangue podem levar a doenças 
que afectam o coração e os vasos sanguíneos, os olhos, os rins e os nervos. O risco de 
desenvolver infeções é também outro factor aumentado em diabéticos.
33
 
  Apesar das razões para o desenvolvimento desta doença ainda não serem conhecidos, 
existem vários factores de risco que incluem a obesidade, a inactividade física, a velhice, a 
história familiar de diabetes, e as elevadas concentrações de glucose no sangue durante a 
gravidez.
33
 Em 2013, 382 milhões de pessoas foram diagnosticadas com diabetes e, no mesmo 
ano, houve 5,1 milhões de mortes causadas por esta doença. Estima-se que existam 175 








1.4.2 Monitorização da glucose 
 
Os níveis de glucose no sangue podem, actualmente, ser monitorizados usando diferentes 
tipos de dispositivos. Todos os testes de detecção da glucose, disponíveis comercialmente 
(electroenzimáticos ou colorimétricos), baseiam-se na quantificação da reação de oxidação da 
glucose catalizada pela  enzima oxidase glucose (GOx).  
Os sensores colorimétricos disponíveis comercialmente utilizam uma segunda enzima a  
peroxidase e um par redox corante para gerar concentrações crómoforas proporcionais à 
concentração de peróxido de hidrogénio produzido.
34
 
Existem também vários métodos de espectroscopia para diagnóstico da glucose in vivo: 
espectroscopia fluorescente (Glucose oxidase e sensores fluorescentes baseados em O2), 
espectroscopia de infravermelho, espectroscopia Raman, detecção polorimétrica de glucose. 
34
 
Por várias razões, incluindo a precisão e a capacidade de medir volumes de sangue 
extremamente pequenos, os testes electroquímicos ganharam vantagem nos últimos anos; 
actualmente, compreendem a grande maioria dos testes de tiras presentes no mercado. A 







Figura 1-8- Testes electroquímicos para detecção da glucose, disponíveis no mercado Da esquerda: 
ACCUCHEK AVIVA, TRUE TRACK, PRECISION XTRA, FREESTYLE LITE, ASCENSIA COUNTER, 








1.4.3 Enzimas com acção catalitica para a glucose   
 
Existem duas famílias de enzimas que são mais comumente utilizadas na 
electroxidação da glucose, as glucose oxidases (GOx)
23
 e as pirroloquinolina quinona glucose 
desidrogenases (PQQ-GDH). As duas famílias diferem nos seus potenciais redox, na força das 
ligações entre as apoenzimas e os seus cofactores, nos seus co-substratos, nas suas 




O cofactor FAD da GOx é fortemente ligado à apo-GOx. A sua reação com o oxigénio 
encontra-se em baixo desrita (Equação 2).  
  
 
               FADH2-GOx + O2→ FAD-GOx + H2O2                                             (Equação 2) 
 
A glucose oxidase  é uma flavoproteína que catalisa a oxidação da β-D-glucose em D-
glucono-δ-lactona e peróxido de hidrogénio, H2O2, utilizando oxigénio molecular como receptor 
de electrões. As fontes microbiais mais comuns para a produção de glucose oxidase são 
Aspergillus, Penicillium, e as espécies Saccharomyces. A maior parte da glucose oxidase 
produzida comercialmente é isolada a partir do micélio de Aspergillus niger.
37
 A GOx é 
relativamente selectiva para a glucose. Na reação de oxidação na qual a glucose é oxidada pelo 
FAD-GOx, perto de 5000 moléculas de glucose são oxidadas por segundo. 
 
 





A actividade da enzima é dependente do estado de ionização dos aminoácidos no local 
activo, por isso o pH tem um importante papel na manutenção da estrutura apropriada de uma 




na actividade de uma enzima é a temperatura. Para uma gama de temperaturas entre 40 ⁰C e 
70 ⁰C a maior parte das enzimas desnatura e perde a sua actividade. Para a glucose oxidase de 
A. miger a temperatura óptima situa-se entre  40-60 ⁰C. 
A GOx é a enzima mais amplamente utilizada como um reagente analítico para a 
determinação da glucose, devido ao seu custo relativamente baixo e à sua grande 
estabilidade.
37
  Neste trabalho, pretende-se usar a GOx, a qual será impressa sobre o eléctrodo 




2. Materiais e Métodos Experimentais 
2.1. Materiais e Reagentes 
Todos os reagentes utilizados eram do maior grau de pureza disponível e estão 
disponiveis comercialmente. O 1‟1- Dimetilferroceno ( Alfa Aesar; MW= 214,09g.mol
-1 
), ácido 
ferrocenocarboxílico (Sigma-Aldrich; MW= 230,04 g.mol
-1
),iodeto de ferrocenometil 
trimetilamonio ( Alfa Aesar; MW= 385,06 g.mol
-1
), Ferroceno (Sigma-Aldrich; MW= 186,03 g.mol
-
1 
), Ferricianeto, D-(+)- Glucose (Sigma-Aldrich; MW=180,16 g.mol
-1
), glucose oxidase (Sigma-




X-100 (oferta da Kemet), glicerol 99%( Sigma-
Aldrich) , metil etil cetona 97% (Sigma-Aldrich), nafion (Sigma-Aldrich),  teflón (PTFE), 
Foram  utilizados papel Whatman nº 1, papel branco, tinta de prata cloreto de prata (Ag/AgCl), 
tinta resistiva de carbono, tinta condutora de prata, pasta condutora de carbono (etileno 
diacetato), todas as tintas foram adquiridas na Conductive Compounds,  fita cola de dupla face 
e fita kapton. 
Para a preparação da solução de enzima foi utilizado tampão fosfato 1 M, pH 6,5. 
As soluções de glucose utilizadas para os ensaios em solução foram feitas com água 
desionizada (Milli-Q). As soluções de glucose para os ensaios nas tiras de papel foram feitas 
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2.2. Métodos experimentais 
 
 Ensaios Electroquímicos 2.2.1
 
A escolha do mediador mais favorável para a construção dos biossensores de glucose, 
assim como a análise dos sensores em papel foram feitas através de ensaios de voltametria 
cíclica e amperometria. Para tal,  foi utilizado um potenciostáto AUTOLAB PSTAT 12 (um 
equipamento electrónico que funciona mantendo o potencial do eléctrodo de trabalho num valor 
constante relativamente ao eléctrodo de referência ajustando a corrente com um eléctrodo 
auxiliar), Figura 2-1. O software utilizado para a aquisição dos dados foi o GPES (General 
Purpose Electrochemical System). Usou-se um sistema de três eléctrodos composto por: 
eléctrodo de grafite pirolitica, eléctrodo de platina e eléctrodo de Ag/AgCl, numa célula de vidro. 
Os voltamogramas foram traçados com uma velocidade de varrimento de 50 mV/s, salvo 
indicação contrária, e a janela de potêncial variou consoante o mediador utilizado. 




Figura 2-1- Potenciostato Autolab PSTAT 12 
 
Nos sistemas electroquímicos, procura-se compreender os processos e factores que 
afectam o transporte de cargas ao longo da interface entre fases químicas, por exemplo, entre 
um conductor electrónico (eléctrodo) e um conductor iónico ( electrólito).
38
 
Como foi referido, no trabalho a desenvolver irão utilizar-se como técnicas electroquímicas 
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 Voltametria Cíclica 
 
A voltametria cíclica é a técnica mais utilizada para a aquisição de informação qualitativa 
sobre reações electroquímicas. A vantagem da voltametria cíclica resulta da capacidade de 
fornecer informação consideravel sobre a termodinâmica de processos redox, na cinética de 
reações heterogéneas de transferência de electrões, e em reações químicas acopladas ou 
processos de adsorção. Em particular, oferece uma rápida localização dos potenciais redox das 





Para simplificar o processo electroquímico, vamos assumir que a solução electrolítica 
contém uma espécie electroactiva A que pode ser submetida a simples redução formando B. 
 
 (  )    ( )
    
→   
   
←  
 (  )       Equação 3 
 
No varrimento linear o potencial do eléctrodo de trabalho vai do valor V1 em que A não 
pode sofrer redução, até ao potencial V2, onde a transferência de electrões acontece 
rapidamente. O potencial V aplicado é função da velocidade do varrimento do potencial (vs) e 




 ( )                  Equação 4 
 
Na voltametria cíclica o varrimento linear voltamétrico pode ser alargado de modo que 
quando o potencial atinge o valor V2 a direção é invertida e o potencial volta ao valor original, V1. 
Quando o potencial  atinge V2  é puxado para trás, oxidando as espécies B formadas no 
eléctrodo durante a redução de A. É  verificada uma corrente no sentido oposto devido à 
oxidação de B para A. Esta corrente aumenta inicialmente porque existe uma elevada 
concentração de B na camada de difusão e a cinética para a conversão de B para A torna-se 
mais favorável quanto mais positivo for o potencial. Gradualmente, todo o B presente na 




   









Os parâmetros mais importantes num voltamograma cíclico são o pico de potencial, Ep, 
e os picos de corrente, ip  (Figura 2-3).  
 
 
Figura 2-3. Voltamograma Cíclico (VC) 
 
 
Se um sistema redox permanecer em equilíbrio em todo o varrimento de potencial, o 
processo redox é chamado de reversível. É possível caracterizar um voltamograma cíclico de 
um processo reversível usando os seguintes parâmetros: 
 
 A separação do pico de potencial ∆E=(Epc-Epa)=59 mV; 
 A relação entre os picos de corrente deve ser ipa/ipc=1 em todos os varrimentos; 
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 A função do pico de corrente     
 
 ⁄  onde v é a velocidade de varrimento, é 
independente de v; 
 O pico de corrente é dado pela seguinte equação:           
  
 
 ⁄    
 
 ⁄  
 
 ⁄ , 
 
 onde: n é o número de electrões transferidos por molécula, A é a área de superfície do elétrodo 
(cm
2
), C é a concentração (mol/cm
3






A amperometria é uma técnica electroquímica bastante sensível, na qual o sinal de 
interesse é a corrente, a qual é proporcional á concentração das espécies electroactivas na 
amostra. Na amperometria, as diferenças geradas na corrente pelas oxidações ou reduções 
electroquímicas são monitorizadas directamente com o tempo enquanto o potencial, no 
eléctrodo de trabalho em relação ao eléctrodo de referência, é mantido constante. É a ausência 
de um potencial de varrimento que destingue a amperometria da voltametria. A técnica é 
implementada establecendo o potencial directamente para o valor desejado e, em seguida, 
medindo a corrente. Os biossensores amperométricos têm selectividade adicional na medida 











É no eléctrodo de trabalho que se vai depositar o mediador da reação entre a glucose e a 
GOx. A preparação da tinta contendo o mediador é feita em duas etapas. Na primeira é 
adicionado à tinta de carbono metil-etil-cetona; a segunda etapa consiste na adição do 
mediador a esta pasta. Devido à elevada viscosidade da tinta de carbono, utilizou-se uma 
pipeta microman; esta última funciona com o auxilio de um pistão, como se pode ver na Figura 
2-2, permitindo assim a medição mais controlada de pequenas quantidades  de tinta. Em ambas 
as etapas a tinta é submetida a um banho de ultra-sons. 
Seguidamente, é feita a deposição de 7 μL de pasta na superfície de um macroeléctrodo de 
grafite pirolítica, utilizando uma vez mais a pipeta microman. Após a deposição da tinta, o 
eléctrodo é colocado numa estufa como a da Figura 2-3, durante um período superior  a 18 
horas e a uma temperatura de 60 ⁰C. 
A limpeza dos eléctrodos de trabalho obedeceu ao seguinte procedimento: polimento 
sobre a lixa de água, seguida de lavagem abundante com água, depois polimento sobre uma 
superfície aveludada numa suspensão de óxido de alumina ( Φ = 0,3 μM) seguida, novamente, 
de lavagem abundante com água desionizada. 







Figura 2-4. Representação esquemática  do funcionamento da pipeta microman 
 
A)        B)   
Figura 2-5. A) estufa química; B) banho de ultra-sons 
 
 
 Eléctrodos em substrato de papel 
 
A preparação da tinta referente aos eléctrodos em substrato de papel é a mesma que a 
feita para os macroeléctrodos. No entanto, tanto a deposição, assim como o processo de 
secagem destes eléctrodos é ligeiramente distinta. Ou seja, a deposição da tinta é feita 
utilizando um pincel nº2, a secagem é feita utilizando uma placa de aquecimento a uma 
temperatura de 60 ⁰C. 
 
 
 Fabrico dos dispositivos em papel 2.2.3
 
O fabrico dos dispositivos compreende várias fases. Inicialmente é feita a impressão a cera 
do padrão estipulado (figura 2-6 A); seguidamente, e fazendo uso de uma placa de 
aquecimento, é feita a difusão da cera pelo substrato, criando assim barreiras à circulação dos 
fluídos. Posteriormente são feitas 4 máscaras distintas utilizando o Universal laser Systems VLS 
(condições de corte: 40 % potencia; 100% velocidade; 1000 PPI): (i) máscara do circuito 
condutor (ii) máscara de eléctrodo de referência, (iii) máscara contra eléctrodo, (iv) máscara 
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eléctrodo de trabalho (figura 2-6 B). As máscaras são coladas ao substrato e são aplicadas as 
tintas respectivas para cada eléctrodo.  
Para o desenho dos padrões utilizados foi utilizado o software Adobe Illustrator (Adobe 








 Impressão a cera 2.2.4
 
  Para a impressão do suporte de cera onde os eléctrodos são posteriormente impressos 
utilizou-se a impressora Xerox ColorQube 8570, Figura 2-7. Esta técnica de impressão é uma 
tecnologia simples, sem cartuchos de impressão e que produz cerca de 90% menos 
desperdício de impressão que a tecnologia de impressão a laser. A tinta utilizada é fabricada a 
partir de um polímero não tóxico à base de parafina, semelhante a um lápis de cera. A 
impressora utiliza como tinta blocos de cera sólida. O processo de impressão a tinta sólida 
divide-se em três etapas: primeiro a unidade de manutenção do tambor limpa a superfície do 
mesmo eliminando resíduos de tinta de impressões anteriores; seguidamente, o rolo de 
manutenção aplica rapidamente uma camada microscópica de óleo de silicone ao tambor 
aquecido, para obter uma libertação de tinta fiável. Logo de seguida, a cabeça de impressão 
(uniformemente aquecida a 135 ºC) aplica gotas microscópicas de tinta derretida no tambor 
rotativo (que mantém uma temperatura intermédia de 65 ⁰C). As gotas de tinta quando atingem 
o tambor passam quase instantaneamente a um estado semi-sólido. O papel a ser impresso 
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passa pelo pré-aquecedor e pára dentro de uma zona de pressão formada pelo rolo de pressão 
e pelo tambor de impressão. Sob calor e pressão,  a imagem é transferida do tambor para o 
papel numa passagem única. No momento em que o papel sai da impressora, a tinta está 
totalmente seca  e o papel impresso está pronto para ser usado imediatamente. Este processo 










 Impressora de jacto de tinta 2.2.5
 
Para a impressão a jacto de tinta da enzima utilizou-se uma impressora Canon modificada. 
Esta impressora utiliza um sistema térmico para a libertação das gotas de tinta. O volume das 
gotas expelidas têm entre 1-5 ρL. A resolução da impressora é de 96mm 240 [DPI], este 
parâmetro é definido pela distância entre o nozzle e o valor do passo de varrimento transversal 
e não se pode controlar (o seu valor é fixo). A cabeça de impressão é feita de material plástico 
(PET), silício e óxido de silício, Figura 2-8. 
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 Solução para impressão do componente biológico do biossensor 2.2.6
 
Para se poder imprimir a GOx, teve de se preparar uma solução que estivesse de acordo 
com as especificações da impressora a utilizar. Assim, a viscosidade da solução deve estar 
entre 1-3 cP. Por esse motivo, adicionou-se glicerol (20% w/v). A tensão superficial deve ser 
entre 28-33 dyne/cm e, por isso adicionou-se uma gota de Triton X. A solução foi feita em 





















3. Apresentação e Discussão de 
Resultados 
O objectivo deste trabalho é o desenvolvimento de biossensores enzimáticos com 
aplicações biomédicas utilizando um substrato de papel, onde os eléctrodos e a enzima serão 
impressos,  tornando estes dispositivos simples, portáteis, descartáveis, económicos e amigos 
do ambiente. Note-se que uma vez que a utilização destes dispositivos se destina a fluídos 
humanos, especificamente o sangue, o descarte destes deve ser feito através da incineração. 
 
3.1. Selecção do mediador redox -  ensaios em solução 
Em toda esta fase do trabalho, bem como nas etapas seguintes, foi usada a técnica de 
voltametria cíclica, para análise e caracterização das soluções dos mediadores redox. O grau 
de reversibilidade dos processos electroquímicos não foi analisada, pois esse parâmetro não 
era prioritário, nesta fase do projecto. Os parâmetros que influenciaram a escolha do mediador 
foram a intensidade das correntes de oxidação/redução e o potencial dos picos catódicos e 
anódicos. Pretendeu-se assim escolher um mediador com um potencial de redução baixo, para 
que o potencial de funcionamento do biossensor fosse o mais próximo de zero, não 
comprometendo a selectividade da análise. 
Numa primeira abordagem foram testados os diferentes doadores electrónicos da GOx 
em solução, fazendo uso de macroeléctrodos de grafite pirolítica.  Na célula voltamétrica foi 
colocado 0,5 mM de mediador em electrólito suporte, 123 U de glucose oxidase  e crescentes 
quantidades de glucose. Inicialmente testou-se o ferricianeto, dissolvendo o mesmo em 50 mM 
tris 0,1 M KCL, e em KCL 1 M (Figura 3-1). Após a colocação da GOx na célula electroquímica 
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foram adicionadas concentrações de glucose crescentes, porém, nunca foi possível detectar 
uma resposta a este analito. 
 
Figura 3-1-A) voltamograma cíclico do ferricianeto de potássio em 1 M KCl pH 7,6; B) voltamograma 
cíclico do ferricianeto de potássio em 50 mM Tris 0,1 M KCl pH 6,5, velocidade de varrimento 50mV/s. 
 
O perfil corrente-potencial apresenta um pico anódico a 0,317  V versus Ag/AgCl 
quando em 1 M KCl, e 0,293 V versus Ag/AgCl, quando em 50 mM Tris, 0,1M KCl, 




,  tal como descrito na Equação 3. Os 
respectivos picos catódicos ocorrem a 0,254 V e 0,181V , respectivamente.O potencial formal 
de redução, E
0‟
, dado pela média dos potenciais de pico (Epa + Epc)/2, é igual a  0,285 V vs 
Ag/AgCl, em 1 M KCl, e 0,237 V vs Ag/AgCl, em 50mM Tris 0,1M KCl. A separação entre picos 
é de ∆E= 0,063 V e ∆E= 0,127 V, respectivamente. O valor encontrado na literatura
45
 foi de 
0,273 V vs Ag/AgCl, este valor é próximo do obtido com o ferricianeto em 1 M KCl. O valor da 
razão entre as intensidades das correntes dos picos redox Ia/Ic  é de 0,87 e 0,75, 







4-    
(Equação 5) 
 
Apesar do ferricianeto apresentar uma boa resposta electroquímica, não foi capaz de 
interactuar com a GOx, dando sequência ao processo catalítico. Assim, após os resultados 
insatisfatórios obtidos com o ferricianeto de potássio, testou-se o sal derivado do ferroceno, o 
iodeto de ferrocenometil trimetilamónio (0,5 mM) em PBS 0,1M pH 6,5.  Neste caso, após 
adicionar glucose oxidase ao electrólito suporte, foi possível vizualizar uma resposta catalítica à 
adição consecutiva de glucose. Este fenómeno deve-se a um aumento da corrente de redução 
causada pela “reciclagem” do mediador devido ao seu acoplamento com a reação enzimática, 
tal como indicado nas Equações 4, 5 e 6. 




Glucose + GOx(ox) → ácido gluconico + GOx(red)            (Equação 6) 
GOx(red) + 2M(ox) → GOx(ox) + 2M(red) + 2H
+                          
(Equação 7)
 
2M(red) → 2M(ox) + 2e
-   
                                       (Equação 8) 
 
No entanto, o sinal voltamétrico apresentava  dois picos anódicos (Figura 3-2) ao invés 
de um só. O E
0‟
 associado ao derivado do ferroceno (equação 7), é de 0,456 V vs Ag/AgCl , 
valor concordante com o obtido na literatura (0,45 V vs Ag/AgCl), mas o segundo potencial de 
redução presente na VC é de 0,528 V vs Ag/AgCl, valor aproximado ao valor tabelado do 
potencial de redução do iodeto (Equação 8). A razão entre os picos de potencial associados ao 
ferroceno é de 0,95. Para poder confirmar que  o segundo pico anódico se devia à presença de 
iodeto na composição deste mediador, foi adicionado um sal de iodeto à solução, tendo-se 
verificado que a intensidade deste segundo pico aumentou. Havendo a possibilidade de o 
mesmo mascarar o sinal do primeiro, interferindo assim na análise dos resultados, o iodeto de 






 → [FcCH2NM3]    (Equação 9) 
2 I
- 
→ I2 + 2 e
-      
(Equação 10) 
 
Figura 3-2- Voltamogramas ciclícos de iodeto de ferrocenometil trimetilamônio em 0,1M fosfato de sódio 
pH 6,5, na presença de várias concentrações de glucose (0-55 mM), velocidade de varrimento 35 mV. 
Seguidamente, testou-se o composto 1‟1-dimetilferroceno. Porém, apesar de se ter 
acrescentado alguns solventes orgânicos, este apresentava uma elevada insolubilidade em 
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água, precipitando muito facilmente e não permitindo, por isso, um estudo electroquímico do 
mesmo em solução. Por conseguinte, foi  posto de parte. 
Por último, foi testado o  ácido ferrocenocarboxílico, o qual apresentou resultados 
bastante satisfatórios. É um composto bastante solúvel em água, e o seu sinal voltamétrico é 
bastante intenso e  estável,  tendo sido possível observar a reacção catalítica à adição de 
glucose, na presença de GOx. 
 
 A)  B) 
 
Figura 3-3. A) Ácido ferrocenocarboxílico 0,5 mM em 50 mM Tris pH 7,6, 0,1 M Kcl, 123U GOx, na 
presença de concentrações crescentes de glucose, velocidade de varrimento 10mV/S. B) Recta de 









    
(Equação 11) 
 





 (Equação 11), e o respectivo pico catódico a 0,300 V. O 
potencial formal de redução é igual a  0,333 V vs Ag/AgCl, e a separação entre picos é de ∆E= 
0,059 V. O potencial de redução deste composto é concordante com o valor encontrado na 
literatura, 0,35 V.
46
A razão das intensidades dos picos  é Ia/Ic = 1,73, para um processo 
reversível, era expectável que Ia/Ic = 1 e ∆E= 59 mV, apenas se verificou um destes parâmetros. 
À semelhança do que aconteceu com o iodeto de ferrocenometil trimetilamónio, 
mediante a adição de quantidades crescentes de glucose, a corrente catódica aumentou 
progressivamente até atingir a saturação. Este comportamento é típico de um mecanismo 
electrocatalítico, EC‟.  
A seguir a esta esta análise preliminar dos possíveis mediadores redox, enquanto 
aceitadores de electrões da GOx, na presença do seu substrato, a glucose (ambos em 
solução), seguiu-se para uma nova etapa deste projecto, a incorporação do mediador em pasta 
de carbono. 
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3.2. Incorporação dos mediadores redox em pasta de carbono 
Depois de estudar o comportamento electroquímico dos vários derivados do ferroceno  
em solução, passou-se para as pastas de carbono nas quais se pretende que o mediador seja 
incorporado. Foram testados nesta etapa o ferroceno, o 1‟1-dimetilferroceno e o ácido 
ferrocenocarboxílico. 
 Devido à elevada viscosidade da tinta de carbono, e por forma a tornar mais fácil o seu 
manuseamento, foi adicionado à mesma o solvente orgânico metiletilcetona (MEK) (2ml para 8g 
de pasta). Para além dos derivados do ferroceno, foi também incluído no estudo o próprio 
ferroceno, o qual também é insolúvel em sistemas aquosos e, por esse motivo, não foi testado 
anteriormente.  
Como era de esperar, os diferentes compostos em tinta de carbono apresentaram 
resultados diferentes daqueles obtidos em solução. Uma vez que o mediador redox está 
incorporado numa pasta e não directamente em solução, o seu sinal vai apresentar correntes  
mais baixas. Refira-se que quando se utiliza pasta de carbono é necessário esperar que ocorra 
a hidratação da mesma para haver uma estabilização do sinal voltamétrico. Um grande 
obstáculo nesta etapa foi a reprodutibilidade dos eléctrodos, para o qual terá contribuído a 
hidratação variável da pasta. 
Nas figuras que se seguem podem ver-se os voltamogramas cíclicos dos diversos 
mediadores na forma incorporada na tinta de carbono. Todos os compósitos foram aquecidos 
numa estufa química a 60 ⁰C,  over night. O electrólito de suporte foi 50 mM Tris ,0,1 M KCl, pH 
7,6. 
 
Figura 3-4. Voltamograma cíclico de um compósito de 5 mg de ferroceno incorporado em 21 μL tinta de 
carbono/MEK, (- - - -) primeiro ciclo; (
_____
) ciclos nº 60, electrólito suporte 50 mM Tris ,0,1 M KCl, pH 7,6,  
velocidade de varrimento 50mV/s 
 
Na Figura 3-4. podemos visualizar uma alteração nos valores de correntes faradaicas e 
capacitivas; no entanto, os picos de potencial redox continuaram sempre perceptíveis O sinal 
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apresenta um valor de potencial de redução de 0,232 V vs Ag/AgCl, valor suficientemente baixo 
para não comprometer a selectividade electroanalítica, ∆E= 0,073 V. A razão de intensidade 






 → [Fe(C5H5)2]    (Equação 12) 
 
Figura 3-5- - Voltamograma cíclico de um compósito de 5 mg de 1‟1 dimetilferroceno incorporado em 21 
μL de pasta de carbono/MEK, (- - - -) primeiro ciclo; (
_____
) ciclos nº 50, electrólito suporte 50 mM Tris , 0,1 
M KCl, pH 7,6, velocidade de varrimento 35 mV/s 
 
Na figura 3-5 houve uma grande alteração na corrente entre o 1º e o 50º ciclo e os 
picos redox não são tão perceptíveis como no caso do ferroceno. A razão entre a intensidade 
da corrente nos picos foi  Ia/Ic = 0,54, valor muito distante da unidade.  
 
 
Figura 3-6. Voltamograma cíclico de um compósito de 2.7 mg  ácido ferrocenocarboxílico incorporado 21 
μL tinta de carbono, (- - - -) primeiro ciclo; (
_____
) ciclos = 50, electrólito suporte 50 mM Tris , 0,1 M KCl, pH 
7,6 , velocidade de varrimento 50mV/s 




Na figura 3-6 é possível ver um sinal muito intenso e com perfil adequado no primeiro 
ciclo, mas este foi piorando ao longo do tempo, sendo que ao fim de 50 ciclos é quase 
imperceptível visualizar a existência dos picos redox. 
 
Após analisar os resultados anteriores, decidiu-se escolher o ferroceno para 
continuação deste trabalho, pois foi este que apresentou globalmente os melhores resultados. 
O trabalho prosseguiu então com este mediador eléctrónico, procedendo-se à optimização das 
proporções a utilizar. Assim, foram testadas diferentes combinações entre os componentes: 
 5mg de ferroceno e 21 μL de pasta; 
 10mg de ferroceno e 21 μL de pasta; 
 5mg de ferroceno, 5 mg de glucose oxidase e 21 μL de pasta; 
 10mg de ferroceno, 5 mg de glucose oxidase e 42 μL de pasta. 
A toda a pasta utilizada nos ensaios foi adicionado etil metil cetona (para 8 g de pasta 
2mL de MEK). 
À semelhança do que foi feito na secção 3.1, os eléctrodos foram testados por VC. 
Desta vez a solução colocada na célula voltamétrica continha  apenas electrólito ao qual se 
adicionou 123 U  de glucose oxidase (excepto quando a pasta já incorporava a enzima) e 
crescentes concentrações de glucose. A primeira combinação deu bons resultados, ou seja, no 
voltamograma cíclico era bem visível a existência dos picos de oxidação e redução do 
ferroceno. A segunda combinação, que usava uma maior concentração de ferroceno, 
estranhamente deu um sinal onde não eram perceptíveis os picos de potencial redox. As duas 
últimas combinações, ambas com GOx, apresentaram voltamogramas cíclicos onde não se 
visualizava pico de redução. 
Uma vez que a combinação inicial foi a que apresentou melhores resultados, optou-se 
por continuar o trabalho usando 5 mg de ferroceno e 21 μL de pasta.  
Para além dos testes com diferentes combinações de mediador, foram também, 
testadas, para a combinação escolhida, diferentes temperaturas( temperatura ambiente; 60 ⁰C; 
120 ⁰C) e tempos de permanência na estufa (20 min, 5 h,14 h)  
Os melhores resultados foram obtidos com a combinação: temperatura 60 ⁰C, e em 
tempo de secagem superior a 14 horas(over night). 
 
Na Figura 3-7 pode ver-se a resposta electroquímica  de um eléctrodo de trabalho 
contendo ferroceno dissolvido em pasta de carbono submetido a concentrações de glucose 
crescentes, na presença de GOx (em solução). 
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 A)   B)  
Figura 3-7- A) Voltamograma cíclico do ferroceno/pasta de carbono de carbono, over night em estufa a 60 
⁰C, na presença de 123 U de GOx e várias concentrações de glucose(0-9 mM), velocidade de varrimento 





Para o intervalo de concentrações 3-9 mM houve uma resposta linear, com um bom 
coeficiente de correlação (r
2 
= 0,995). A sensibilidade, dada pelo declive da curva de calibração 
∆Icat/∆[Glu], foi de 0,175 μA.mM. 
A concentrações de glucose superiores a resposta do eléctrodo desviou-se da 
linearidade e aproximou-se de um valor constante, independente da concentração de glucose. 
Este comportamento é típico de processos enzimáticos onde a reacção é limitada pela 
saturação de enzima. 
 
3.3. Eléctrodos de papel  
Após os bons resultados obtidos com o compósito de ferroceno e pasta de carbono 
decidiu-se avançar no trabalho transferindo a receita usada na preparação de pasta para os 
eléctrodos impressos em papel. 
Nesta etapa foram utilizados eléctrodos em papel adaptados por M. Costa. 
(CENIMAT/I3N) a partir da ref.
47
. Este artigo descreve a construção de um dispositivo feito em 
papel e compatível com o leitor comercial TRUETrack
TM
 blood glucometer , onde todos os 
eléctrodos são impressos com tinta de grafite de acordo com o design ilustrado na Figura 3-8.  




Figura 3-8.  Diagrama esquemático do dispositivo feito em papel, adaptado de
48
, A=14mm; B=4mm; 
C=1,2mm; D=4mm; E=1,5 mm 
 
Inicialmente, e para testar a viabilidade destes eléctrodos integrados e impressos em 
papel com tinta de carbono, decidiu-se fazer um estudo  do comportamento electroquímico dos 




Figura 3-9-Voltamograma Cíclico de 0,0,55 mM ácido ferroceno carboxílico em 50 mM 
Tris 0,1 M kCl pH 7,6 em tira de papel cujos eléctrodos eram de carbono, 
velocidade de varrimento 50 mV/s. 
 
A Figura 3-9 mostra o VC assim obtido. O pico anódico está posicionado a 0,259 V e o 
respectivo pico catódico a 0,181 V. O potencial formal de redução é igual a  0,220 V vs Ag/AgCl, 
∆E= 0,078 V, e a razão das intensidades dos picos é 1,43. Para um processo reversível, era 
expectável que Ia/Ic=1 e ∆E=59 mV. Comparando estes resultados com os obtidos 
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anteriormente na figura 3-3, ambos realizados com a mesma solução de 0,5mM ácido ferroceno 
carboxílico em 50mM Tris 0,1M KCl pH 7,6, é possível verificar que o potencial de redução e 
oxidação se desviou ligeiramente. Esta alteração  pode ser explicada pelo facto de estes 
dispositivos utilizarem uma pseudo referência de carbono, ao invés da referência de Ag/AgCl 
usada anteriormente. Contudo, a posição também varia de ensaio para ensaio, tal como se 
pode ver no teste de reprodutibilidade mais a frente.  
Ainda utilizando este batch de eléctrodos, testou-se a reprodutibilidade dos mesmos, 
utilizando a mesma solução de 0,5 mM ácido ferrocenocarboxílico em 50 mM Tris 1M KCl pH 
7,6. 
 
Figura 3-10. Voltamogramas Cíclicos de 0,5 mM ácido ferrocenocarboxílico em 50 mM Tris pH 7,6 , 0,1  M 
kCl pH 7,6 de diferentes fitas  de papel compreendendo um sistema de 3 eléctrodos impressos com tinta 
de carbono, sinal medido após 1 minuto da deposição de uma gota de 3 μL da solução contendo o 
mediador. 
 
Tal como se pode ver na Figura 3-10, o sinal obtido pelos eléctrodos foi muito pouco 
reprodutível, apresentando VC com picos de oxidação e redução em diferentes posições e com 
intensidades diferentes. Contudo, os resultados são razoavelmente satisfatórios na medida em 
que confirma a funcionalidade dos mesmos. 
 
 
 Incorporação do mediador nos eléctrodos de papel 3.3.1
 
Seguidamente, resolveu-se imprimir novos eléctrodos em papel onde apenas o contra 
eléctrodo era feito com tinta de carbono. O eléctrodo de trabalho foi impresso recorrendo à 
pasta contendo ferroceno, enquanto os eléctrodos de referência foram feitos utilizando tinta 
condutora de Ag/AgCl. 
 




Figura 3-11- Eléctrodos impressos em papel,  contendo ferroceno 
 
Na Figura 3-12 seguinte mostra-se o voltamograma cíclico destes eléctrodos já contendo 
o mediador no eléctrodo de trabalho. 
 
 
Figura 3-12. Voltamograma Cíclico do ferroceno/pasta de carbono no eléctrodo de trabalho após adição de 
solução 50 mM Tris 0,1  M kCl pH 7,6. 
 
 
Neste VC  o pico anódico está a 0,242 V e o respectivo pico catódico a 0,154 V. O 
potencial formal de redução é igual a  0,198 V vs Ag/AgCl, ∆E= 0,088V. Pode visualizar-se que 
Ia < Ic (Ia /Ic =0,87). Contudo, tal como se verifica à frente, proporciona a funcionalidade 
biossensorial pretendida. 
Assim como anteriormente, fez-se um estudo da reprodutibilidade dos eléctrodos. Na 
figura 3-12 encontra-se o sinal de diferentes fitas de papel, todas feitas sob as mesmas 
condições, impregnadas com a mesma quantidade de solução 50 mM Tris pH 7,6, 0,1M KCl, e 
após o mesmo tempo de aplicação da mesma. 
 





Figura 3-13. Voltamograma Cíclico de eléctrodos de papel contendo ferroceno no electrodo de trabalho, 
após adição de uma gota de 3 μL da solução 50 mM Tris 0,1  M kCl pH 7,6. 
 
 
Mais uma vez, constatou-se que os voltamogramas cíclicos são muito poucos 
reprodutíveis, mas, ao contrário do que havia acontecido anteriormente, a variação é mais 
grave ao nível do  valor da intensidade do pico e não tanto no valor dos potenciais redox. A 
discrepância nos valores de corrente pode ser explicado pela forma como os eléctrodos de 
trabalho são impressos. A pasta utilizada não é muito homogénea, sendo visível alguns grumos; 
como os eléctrodos são impressos manualmente, utilizando um pincel, pode acontecer que 
alguns eléctrodos acabem por ficar com mais quantidade de mediador que outros, causando 
por isso uma variação nas correntes faradaicas. O facto de se ter optado por utilizar como 
pseudo referência tinta de Ag/AgCl pode justificar o porquê dos potenciais redox se manterem 
razoavelmente estáveis.  
Para além do estudo da reprodutibiliade, também se averiguou a estabilidade do sinal 
nas fitas de papel ao longo do tempo.  
É possível verificar, que ao longo do tempo, ocorre um decaimento pronunciado da 
corrente; este pode ser explicado pelo processo contínuo de absorção da solução ao longo do 
substrato, e da subsequente difusão do medidor da pasta de carbono para o papel circundante. 
Como tal, nos futuros ensaios dever-se-à controlar o tempo de espera entre a aplicação da gota 
e o inicio da medição.  
 




Figura 3-14. Variação do sinal voltamétrico ao longo do tempo (5minutos). Foi depositada uma gota de 3 
μL de solução 50 mM Tris 0,1  M KCl pH 7,6 numa fita de papel contendo ferroceno no eléctrodo de 
trabalho, velocidade de varrimento 50mV/s. 
 
Após o estudo da reprodutibilidade e da estabilidade, tendo presente as implicações destes 
parâmetros, seguiu-se para a adição de enzima e glucose aos eléctrodos. Assim, nos estudos 
efectuados em seguida houve sempre o cuidado de fazer as medições em fitas diferentes após 
o mesmo tempo de aplicação da solução de glucose. 
 
 
 Aplicação da GOx no eléctrodo de trabalho 3.3.2
 
 Aplicação de gota de enzima pela técnica de “casting” 
 
A adição da enzima foi feita, inicialmente, feita utilizando uma micropipeta. Foram testadas 
diferentes concentrações de enzima 450 U, 500 U, 600 U, 700 U, esta foi sempre preparada em 
PBS 0,1M pH 6,5. Nesta etapa, foi também adicionado à solução de GOx, para conferir alguma 
viscosidade,  glicerol 5% (p/v). A solução de GOx foi aplicada na parte de trás do dispositivo, na 
zona do eléctrodo de trabalho. Devido à capacidade absorvente do papel utilizado, a gota de 1 
μL, espalhou-se  rapidamente por toda a zona de teste. 
A adição de glucose só foi feita após 20 minutos de deposição da GOx; este período de 
secagem realizou-se à temperatura ambiente. Com 450 U de GOx não foi possível visualizar 
uma resposta à adição de glucose. Para 500 U apenas foi visível uma alteração do sinal 
electroquímico para valores de glucose superiores a 20 mM. Para a concentração de 600 U foi 
possível visualizar uma resposta à adição de glucose para adições de 5 mM. Uma vez que se 
pretende a criação de um dispositivo de baixo custo, e houve uma boa resposta a 600 U, a 
concentração de 700 U foi posta de parte.  
 




Figura 3-15. Voltamogramas cíclicos de eléctrodos de papel contendo ferroceno no eléctrodo de trabalho e 
enzima no substrato, com concentrações crescentes de glucose,  em electrólito suporte 50 mM 0,1 Tris 
KCl, pH 7,6, velocidade de varrimento 50 mV/S 
 
 
É visível nestes voltamogramas que as correntes são significativamente mais baixas 
que nos voltamogramas anteriores; pode ter acontecido que no fabrico deste batch de 
eléctrodos a quantidade de ferroceno aplicada tenha sido menor. Foi possível visualizar uma 
resposta catalítica à adição de glucose, provando assim a viabilidade deste dispositivo. Por 
forma a melhorar e rentabilizar este dispositivo, seguiu-se para a adição de enzima através da 
impressão a jacto. 
 
 
 Aplicação de GOx pela técnica de impressão a jacto (inkjet printing) 
 
O processo de imprimir a enzima por jacto de tinta fez-se com recurso a uma impressora 
Canon modificada. Esta impressora requer que a solução a imprimir obedeça a alguns 
parâmetros de viscosidade e tensão superficial. Por esse motivo, antes de se iniciarem as 
impressões, foi necessário submeter a solução de enzima a alguns testes prévios, para verificar 
se esta apresentava as condições ideais para impressão. Para a realização destes testes foi 
considerada a água como solução de referência. 
O primeiro teste foi um teste de viscosidade, (Ostwald viscometer). No entanto, o valor 
obtido, utilizando a equação 13, não era o ideal, pois aproximava-se muito do limite inferior. 
Para melhorar este parâmetro foi adicionado à solução maior quantidade de glicerol. Foram 
feitos testes em soluções com  diferentes quantidades de glicerol, a quantidade mais favorável 
para a impressão foi de 20% (p/v).  
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ηx = ηref*(ρx.tx/ρref.tref)    (Equação 13) 
onde: 
ηref é a viscosidade da água; 
ηx é a viscosidade da solução; 
ρ é a densidade; 
t é o tempo. 
 
Depois de encontrar o valor ideal de viscosidade submeteu-se a nova solução a um 
teste de tensão superficial, Stalagmometer drop count comparative method. O valor obtido foi 
de 73,98 dyne/cm, valor muito superior ao pretendido. Foi então adicionado à solução uma gota 
de Triton X, baixando o valor para 32,35 dyne/cm. Os valores foram calculados com recurso às 
equações 14 e 15. 
 
σrel(T)= (NºDref(T)*ρx(T))/(NºDx(T)*ρref(T))   (Equação 14) 
σx(T)=σrel(T)*σref(T)   (Equação 15) 
onde: 
σrel é a tensão superficial da água; 
σx é a tensão superficial da solução 
ρ é a densidade; 
 
O segundo passo para a impressão da enzima foi definir onde é que a impressora iria 
depositar a GOx, assim como anteriormente, a enzima foi impressa na parte de trás do 
dispositivo, sobre o eléctrodo de trabalho. 
A primeira impressão realizada utilizou uma solução de glucose oxidase 600 U, e foram 
feitas 50 passagens sobre a zona definida para a impressão mas, não foi possível observar 
uma reacção à adição de glucose.  
Uma vez que, a concentração de 600 U de GOx não foi suficiente para se observar uma 
resposta à adição de glucose e que, a impressora utiliza quantidades numa ordem de grandeza 
muito inferior à anterior, resolveu-se decuplicar a solução de GOx. Com esta nova concentração 
de 6000 U de GOx, foram feitas várias impressões, alterando o número de passagens sobre a 
zona a imprimir. Foram testadas 25, 35 e 50 passagens. Após 25 passagens não se visualizou 
resposta à adição de glucose; com 35 passagens observou-se uma resposta à glucose mas 
esta não era na gama de linearidade pretendida. A 50 passagens obteve-se bons resultados.  
Nesta etapa foi realizada voltametria cíclica e amperometria.  
 




Figura 3-16 Voltamogramas cíclicos de eléctrodos de papel contendo ferroceno no eléctrodo de trabalho e 
enzima impressa no electrodo de trabalho, com concentrações crescentes de glucose,  em electrólito 
suporte 50mM 0,1 Tris KCl, pH 7,6, velocidade de varrimento 50mV/S 
 
Seguidamente ao estudo de voltametria cíclica, foi realizada uma análise 
amperometrica. De acordo com o descrito na secção 2.2.1,  estabeleceu-se um potencial fixo de 
0,3 V, e foi medida a corrente neste potencial. Com os dados adquiridos por esta técnica foi 
possível construir uma recta de calibração da corrente em função da concentração de glucose 
(Figura 3-17). 
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Foi possível observar que para o intervalo de concentrações 4 mM a 30 mM houve uma 
resposta linear, com um bom coeficiente de correlação (r
2
 = 0,98). A sensibilidade, dada pelo 





3.3.3   Comparação com eléctrodos comerciais 
 
Após a optimização dos eléctrodos foi feita uma validação dos mesmos utilizando a 
máquina comercial TRUETrack
TM
 blood glucometer. Este aparelho reconheceu os nosso 
eléctrodos, no entanto para várias concentrações de glucose o dispositivo nunca deu um valor 
numérico. Uma vez que pela voltametria cíclica se havia verificado a viabilidade do dispositivo, 
foi efectuada uma comparação entre os nossos eléctrodos e os comerciais, na tentativa de 
perceber o problema. 
 
A)  B)  
Figura 3-18 Comparação entre o sinal voltamétrico de : A) Eléctrodos comerciais e B) Eléctrodos em papel 
 
 Foi possível verificar que as correntes produzidas pelos nossos eléctrodos  eram muito 
inferiores às produzidas pelos eléctrodos comerciais, , figura 3-18, pelo que se concluiu que as 
correntes produzidas pelos eléctrodos de papel  estavam abaixo do limite de detecção do 
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4. Conclusões e Perspectivas Futuras 
Os biossensores, em particular os biossensores de glucose, são uma tecnologia que 
tem vindo, nos últimos 50 anos, a obter um grande destaque no meio científico. No entanto, 
continuam a existir diversos desafios relacionados com a obtenção de uma monitorização 
precisa e confiável da glucose. Esta dissertação explora os benefícios inerentes a esta 
tecnologia, incluindo as quantidades mínimas de solução necessária, a rápida medição, o fácil 
manuseamento, e o custo reduzido. 
Como substrato foi utilizado papel de cromatografia Whatman nº 1, devido às suas 
propriedades hidrofilicas que permitem uma fácil  circulação dos fluidos. No  entanto este papel 
é extremamente irregular, pelo que pode ter contribuído para a fraca reprodutibilidade que os 
eléctrodos apresentaram.  
Neste trabalho foram utilizados biossensores de segunda geração. Por isso, um dos 
parâmetros essenciais ao seguimento deste projecto foi a escolha do doador electrónico da 
enzima em estudo. Entre os cinco mediadores redox analisados, aquele que apresentou os 
melhores resultados foi o ferroceno. Este composto, quando incorporado com a pasta de 
carbono e submetido a temperaturas na ordem dos 60 ⁰C, manteve sempre os picos redox 
perceptíveis, o seu potencial de redução apresentou valores suficientemente baixos para não 
comprometer a selectividade electroanalítica, apresentou também uma boa sensibilidade e o 
limite de deteção estava dentro do limite pretendido.  Esta pasta contendo o mediador redox foi 
utilizada para a impressão do eléctrodo de trabalho. 
O fabrico destes dispositivos envolveu três tipos distintos de impressão: impressão a 
cera, screen printing e inkjet printing. A impressão a cera permitiu controlar  a circulação dos 
fluídos à área de teste pretendida, uma vez que tornou o papel hidrófobico, e por isso apenas 
nas zonas onde não foi impressa cera era possível a circulação dos fluídos. Este é um método 
rápido, eficiente, barato e ecológico. O screen printing foi utilizado, para a impressão dos “fios” 
condutores e dos vários eléctrodos. Esta impressão é versátil, de baixo custo e permite a 
produção em grande escala, no entanto neste projecto esta foi realizada à mão com a utilização 
de pinceis, e sem a utilização da rede porosa, o que poderá ter contribuído para a fraca 
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reprodutibilidade verificada nos dispositivos. A última técnica utilizada foi o inkjet printing, esta 
técnica foi utilizada para a impressão da glucose oxidase. Utilizando esta técnica foi possível 
imprimir com precisão a enzima sobre o eléctrodo de trabalho, utilizando quantidades reduzidas 
de solução, e reduzindo os riscos de contaminação. 
Neste projecto foi possível visualizar uma resposta electroquímica à adição de glucose 
(8 mM – 30 mM) sobre os dispositivos produzidos, pelo que se demonstrou a viabilidade dos 
mesmos. Estes dispositivos são reconhecidos pela máquina comercial TRUETrack
TM
 blood 
glucometer. No entanto foi possível verificar que as correntes produzidas estavam abaixo do 
limite de detecção do aparelho, podendo isto dever-se à concentração de mediador ou ao 
potencial do mesmo. A optimização destas correntes para que se possam enquadrar no 
intervalo de detecção do TRUETrack
TM
 blood glucometer é um trabalho que poderá vir a ser 
desenvolvido no futuro.  
A temática dos biossensores é um assunto que apresenta constantes evoluções. Como 
tal, existem uma série de tópicos que, com maior ou menor premência, deverão ser abordados. 
Exemplo disso é a actividade da enzima após ser submetida ao processo de impressão, ou a 
utilização de diferentes enzimas.  
Estes dispositivos foram, neste projecto, aplicados para a detecção de glucose, mas 
nada invalida que num futuro estes possam vir a ser aplicados para a detecção de outros 
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A microfluídica é uma área da ciência que lida com o fluxo de líquidos com volumes na 
ordem dos nano ou microlitros  em canais de tamanhos na escala dos micrómetros. A 
microfluídica pode ser considerada tanto como uma ciência( estudo do comportamento de 




 A taxa de penetração de um líquido num tubo por acção capilar é demonstrada pela 
equação de Washburn. Esta é proporcional ao raio capilar, ao ângulo de contacto, ao rácio 
entre a tensão de superfície e a viscosidade e inversamente proporcional ao comprimento do 
percurso já preenchido pelo líquido. Quando o ângulo de contacto é inferior a 90⁰ a taxa de 
penetração é independente do ângulo de contacto. Para materiais porosos que se comportam 
como um conjunto de capilares cilíndricos, a equação de Washburn descreve a penetração do 










 Uma das técnicas utilizadas para construir canais microfluídicos em filtros de papel é a 
fotolitografia. A fotolitografia em papel requer seis passos e produz barreiras hidrofóbicas bem 
definidas de materiais fotosensíveis que se estendem através da espessura do papel(Figura 4). 
 









Outra técnica utilizada na microfluídica é a impressão a cera. Neste processo cera sólida é 
impressa utilizando uma impressora Xerox ColorQube 8570 de tinta sólida. A cera impressa é 
então difundida no papel para formar barreiras hidrófóbicas utilizando apenas uma placa de 
aquecimento, Figura 6. O método de impressão a cera para fabrico de dispositivos 
microfluídicos baseados em papel é rápido, barato, simples, e adequado para países em 






Figura A. 3- esquema da impressão a cera(adaptado de 
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